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1 (57) Abstract: This invention relates to 

= a~ high-resolution ellipsometry method 

for quantitative and/or qualitative 
analysis of sample variations. The 
sample is located on a sample carrier, 
equipped with at least one metal film. 
The parameters * and A are determined 
by ellipsometric measurement, wherein 
the angle of incidence and/or frequency 
of the electromagnetic radiation used in 
ellipsometric measurements is set in such 
a way as to produce a damped surface 
plasmon resonance. The detection 
sensitivity (sample variation unit) is 
adjusted by means of the thickness of 
the metal layer. The electromagnetic 
radiation is planely radiated onto the 
side of the sample carrier opposite the 
sample. Using at least one angle of 
incidence and one frequency at least two 
staggered, simultaneous, high-resolution 
, ellipsometric measurements are taken of 

a- a ™- ™c A value are evaluated to determine sample variation. The invention 
the sample or samples. At least the corresponding measuring device having an ellipsometre with a 

also relates to a biochip having a base plate with at least « ^ an image -providing sensor. A lens system (5,8) is 

radiation source (2), a polarizer (6), an analyzer (7) and a detector (9) (20) which planely illuminates said 

ananged in the beam path, behind and in front ot to'an evaluation unit (10) 

zttzsttssztt s r ™— - - - *■ — - 

evaluation of the values 5cosA . 
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(57) Zusammenfassung: Es wird ein ortsaufgelostes Ellipsometrieverfahren zur quantitativen und/oder qualitativen Bestimmung 
von Probe nanderungen beschrieben. Die Probe befindet sich auf einem mit mindestens einer Metallschicht versehenen Probentrager. 
Mittels der ellipsometrischen Messung werden die Parameter V und A ermittelt, wobei der Einfallswinkel und/oder die Frequenz der 
fur die ellipsometrischen Messungen verwendeten elektromagnetischen Strahlung derart eingestellt wird, dass in der Metallschicht 
eine gedampfte Oberflachenplasmonenresonanz angeregt wird. Die Detektionsempfindlichkeit (5cosA)/(Einheit der Probenande- 
rung ) wird iiber die Dicke der Metallschicht eingestellt. Die elektromagnetische Strahlung wird auf der der Probe abgewandten Seite 
des Probentragers flachig eingestrahlt und bei mindestens einem Einfallswinkel und mindestens einer Frequenz werden mindestens 
zwei zeitlich versetzte, simultane, ortsaufgelosle ellipsometrische Messungen an der Probe/den Proben durchgefiihrl und wenigs- 
tens die jeweils dazugehorigen A bzw. cosA-Werte zur Ermittlung der Probenanderung ausgewertet. Es wird auch ein Biochip 
mit mindestens einer Metallschicht versehenen Grundplatte und eine Messanordnung beschrieben, die ein Ellipsometer mit einer 
Strahlungsquelle (2), einem Polarisator (6), einem Analysator (7) und einem Detektor (9), der ein bildgebender Sensor 1st, aufweist. 
Im Strahlengang vor und hinter der Ein- und Auskoppelvorrichtung (20) fur den Biochip (40) ist jeweils ein Linsensystem (5, 8) zur 
flachigen Ausleuchtung der Ein- und Auskoppeleinrichtung (20) und der Nachweisflache des Detektors (9) angeordnet. Ferner ist 
eine Auswerteeinheit (10) zur ortsaufgelosten Simultanverarbeitung der Messsignale und mindestens zur ortsaufgelosten Simultan- 
auswertung der ocosAWerte vorgesehen. 
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Ortsaufgelostes Ellipsometrie-Verfahren zur quantitative!! 
und/oder qualitativen Bestimmung von Probenanderungen, 
Biochip und MeBanordnung 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen und/oder qualitativen 
Bestimmung von auf chemischen, biologischen, biochemischen oder 
physikalischen Effekten beruhenden Probenanderungen, die auf einer Anderung 
des Brechungsindexes und/oder der Schichtdickenanderung der Probe ba S1 eren 
gemaB Patentanspruch 1. Die Erfindung bezieht sich auch auf Verwendungen 
dieses Verfahrens sowie auf eine entsprechende MeBanordnung gemaB dem 
Oberbegriff des Patentanspruchs 28. Ferner bezieht sich die Erfindung auf 
einen Biochip gemaB des Oberbegriffs des Patentanspruchs 11. 

Biologische und chemische Interaktionen, die in flussigkeitsgefullten Kuvetten 
unter Bildung dunner Schichten stattfinden, wurden bisher unter anderem durch 
die Markierung der beteiligten Substanzen durch z.B. fluoreszierende oder 
radioaktive Molekiile nachgewiesen. Dies wird beispielsweise in S.S. 
Deshpande, "Enzyme Immunoassays - From Concept to Product 
Development", Verlag Chapman & Hall, 1996 beschrieben. Dem Vorteil der 
relativ einfachen Durchfuhrbarkeit stent eine Reihe von Nachteilen gegenuber. 
So mussen die relevanten Molekule zunachst markiert bzw. in markierter Form 
zugekauft werden. AuBer dieser zeitaufwendigen Vorbereitungen konnen durch 
die Markierung die biologischen oder chemischen Interaktionen beeinfluBt 
werden was xviederum die MeBergebnisse beeintrachtigt. Die beim Umgang 
mit radioaktivem Material auftretenden Probleme stellen weitere Nachteile dar. 
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Aus diesem Grand wurde zunehmend auf direkte Mefimethoden ubergegangen, 
die ohne jegliche Markierung auskommen. Hierbei haben sich zwei Verfahren 
als geeignet herausgestellt. 

Bei der Oberflachenplasmonenresonanzmessung wird in Metallschichten der 
Dicke von etwa 50 - 60 nm, insbesondere aus Gold oder Silber, die Resonanz 
der im Metall befindlichen freien Elektronen angeregt (s. E. Gedig, D. Trau 
und M. Orban, "Echtzeitanalyse biomolekularer Wechselwirkungen", 
Laborpraxis, Februar 1998, S. 26-28 und 30). Diese Anregung der freien 
Elektronen tritt nur dann auf, wenn parallel zur Einfallsebene polarisiertes 
Licht eingestrahlt wird. Fiir jede Messung muB entweder der Einfallswinkel 
oder die verwendete Lichtfrequenz durchgefohren werden, wodurch der 
apparative Aufwand relativ grofi ist. Die reflektierte Intensitat in Abhangigkeit 
von der Wellenlange bei festem Winkel oder des Einfallswinkels bei fester 
Wellenlange zeigt im Resonanzbereich ein Minimum. 

Da die elektromagnetische Strahlung bei der Reflexion nicht auf den diinnen 
Metallfilm beschrankt bleibt, sondern uber das sogenannte evaneszente Feld 
mit der ersten etwa 100 bis 300 nm dicken Schicht des dariiberliegenden 
Mediums wechselwirkt, wird der Resonanzwinkel bzw. die 
Resonanzwellenlange stark vom Brechungsindex der unmittelbar uber der 
Metallschicht liegenden Schicht beeinflufit. Verandern sich die 
Resonanzbedingungen, weil z.B. geringe Mengen Wasser durch biologische 
oder chemische Reaktionen unter Ausbildung einer zusatzlichen Schicht ersetzt 
werden, verschiebt sich das Minimum der reflektierten Intensitat. Aus der 
Verschiebung laBt sich nur qualitativ das Aufwachsen der Schicht erkennen, 
nicht aber dessen absolute Dicke, weil dazu noch die Kenntnis des 
Brechungsindex der aufwachsenden Schicht bekannt sein muBte. Neben dem 
erheblichen apparativen Aufwand ist daher auch das MeBergebnis nicht allzu 
aussagefahig. Eine entsprechende MeBvorrichtung wird beispielsweise in der 
WO 90/05295 beschrieben. 
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Das zweite Verfahren ist die Ellipsometrie, wobei das Licht derart eingestrahlt 
wird, da6 es ein gasformiges oder flussiges Umgebungsmedium durchlauft und 
anschlieBend auf die nachzuweisende biologische oder chemische Schicht 
auftrifft (s. H. Arwin, "Spectroscopic ellipsometry and biology: recent 
developments and challenges", Thin Solid Films 313-314, 1998, S. 764-774). 

Bei ellipsometrischen Messungen werden die ellipsometrischen Parameter ¥ 
und A bestimmt, fur die gilt: 

r /r s = (E^KEJBJ = tan ¥ • exp (iA) 



komplexe Reflektivitaten 
E: komplexe elektrische Feldamplitude 

Indizes: p: parallel zur Einfallsebene 
s: senkrecht zur Einfallsebene 
e: eingestrahlt 
r: reflektiert 

* beinhaltet im wesentlichen die Intensitatsanderung durch Reflexion des 
Lichts. A beinhaltet im wesentlichen die Phasenverschiebung durch die 
Reflexion des Lichts, wobei dieser Parameter sehr empfindlich auf 
Schichtdicken reagiert. 

In der EP 0 067 921 wird ein biologisches Testverfahren zur Bestimmung 
bioaktiver Substanzen mittels ellipsometrischer Messungen beschrieben. Ein 
dunnes dielektrisches Substrat wird mit einer Immobilisierungsschicht aus einer 
ersten biologisch aktiven Substanz beschichtet, die mit einer zweiten bioaktiven 
Substanz wechselwirkt. Mittels ellipsometrischer Messungen werden die 
optischen Veranderungen in der biologischen Schicht detektiert. Die 
Auswertung erfolgt dadurch, dafi die ellipsometrischen Parameter zeitabhangig 
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aufgetragen werden und diese Kurven mit Referenzkurven aus Messungen an 
biologischem Material bekannter Konzentrationen verglichen werden. 
Eine Einstrahlung durch die Ruckseite des Substrates wurde zwar auch in 
Betracht gezogen, die Empfindlichkeit der Messung bei riickwartiger 
Einstrahlung war jedoch 30x schlechter als bei vorderseitiger Einstrahlung. 
Daraus resultiert, dafl dieses bekannte Verfahren den Nachteil hat, dafi 
spezielle Kiivetten verwendet werden mussen, und Titerplatten gar nicht 
eingesetzt werden konnen. 

In Sensors and Actuators B 30 (1996), S. 77-80 wird zum Nachweis von 
DNA-Proben, die auf einer Metallschicht immobilisiert sind, vorgeschlagen, 
den Polarisationszustand des reflektierten Lichtes zu untersuchen. Als Referenz 
wird eine Metallschicht ohne DNA-Molekiile untersucht. Hierbei wird sowohl 
das P- als auch das S-polarisierte Licht eingestrahlt und die 
Phasenverschiebung zwischen den Proben und dem Referenzsignal ausgewertet. 
Anstatt die Winkelabhangigkeit der Intensitat, wie bei bekannten 
Oberflachenplasmonen-Messungen, zu untersuchen, wird hier die 
Winkelabhangigkeit des Polarisationszustandes betrachtet. Bei einer praktischen 
Realisierung ware auch hier aufgrund der durchzufiihrenden Anderungen des 
Einstrahlwinkels ein komplexer Aufbau notwendig. 

In der unveroffentlichten DE 100 06 083.8 wird ein Verfahren beschrieben zur 
quantitativen und/oder qualitativen Bestimmung von Schichtdicken von sich auf 
einer, mit einer Immobilisierungsschicht versehenen Metallschicht aufgrund 
von Interaktionen aus einem gasformigen oder flussigen Medium abscheidender 
biologischer oder chemischer Molekule mittels ellipsometrischer Messung, bei 
denen die ellipsometrische Parameter ¥ und A ermittelt werden. Hierbei wird 
der Einfallswinkel und/oder die Frequenz der fur die ellipsometrischen 
Messungen verwendeten elektromagnetischen Strahlung derart eingestellt, da6 
in der Metallschicht eine Oberflachenplasmonenresonanz erzeugt wird. 
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Die Detektionsempfindlichkeit (ScosA/Dicke der zu bestimmenden Schicht) 
wird fiber die Dicke der Metallschicht eingestellt. Die elektromagnetische 
Strahlung wird auf der der Immobilisierungsschicht abgewandten Seite der 
Metallschicht eingestrahlt. 

Mindestens eine ellipsometrische Messung wird wahrend oder nach der 
Abscheidung durchgefuhrt und wenigstens der dazugehdrige cosA-Wert wird 
zur Ermittlung der Dickenanderung der zu bestimmenden Schicht ausgewertet. 

Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB lediglich Einzelproben untersucht 
werden kdnnen. Die Untersuchung einer grdfieren Anzahl von Proben ist 
zeitaufwendig, weil die einzelnen Proben nacheinander in den Strahlengang der 
MeBanordnung gebracht werden miissen. Es ist mit diesem Verfahren nicht 
moglich, gleichzeitig mehrere Proben zu untersuchen. 

Im biologischen Bereich ist es jedoch notwendig, in kurzer Zeit eine Vielzahl 
von Proben zu untersuchen, insbesondere bei biologischen Vorgangen, die auf 
intermolekularen Kopplungsreaktionen beruhen, die auch biomolekulare 
Interaktionen genannt werden. Beispielsweise beruht die heilsame Wirkung von 
Antikorpern im menschlichen Kdrper darauf, daB diese Antikorper schadliche 
Objekte (Proteine, Viren, Bakterien, Pollen etc.) erkennen und daffir sorgen, 
daB diese unschadlich gemacht werden. In der Regel erfolgt die 
Erkennungsreaktion nach einem Schlussel-SchloB-Prinzip, d.h. der Antikorper 
heftet sich gezielt an das schadliche Objekt. Ahnlich verhalt es sich mit vielen 
Medikamenten, deren Bestandteil sich an bestimmten Stellen des Korpers 
anlagern und dort wirken. Je gezielter sich das Medikament anlagert, desto 
spezifischer kann es wirken. Die Suche nach neuen Medikamenten ist daher 
eng mit der Aufgabe verknupft, die molekularen Interaktionen von vielen 
verschiedenen Substanzen zu ermitteln (drug screening). 
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Besonders vielversprechend sind in diesem Zusammenhang gentechnische 
Ansatze, bei denen die DNA und die RNA von zentraler Bedeutung sind. Um 
das Wissen beispielsweise des menschlichen Genoms nutzbar machen zu 
konnen, mufi die Funktion einzelner DNA-Bestande zunachst ermittelt werden. 
Hierzu ist es u.a. notwendig, Unterschiede zwischen den DNA-Bestanden 
gesunder und kranker Lebewesen zu erkennen. Es existieren bereits Methoden, 
um gezielt unterschiedliche DNA-Strange bestimmter Lange und Basenpaaren 
auf Oberflachen zu immobilisieren. Hierzu werden sogenannte DNA-Arrays 
Oder DNA-Chips mit matrixartiger Anordnung von DNA-Spots verwendet. Die 
DNA-Strange konnen beispielsweise mit piezoelektrischen Verfahren 
aufgespottet oder direkt auf der Chipoberflache mittels photolithographischer 
Verfahren synthetisiert werden. 

Uber sogenannte Hybridisierungsreaktionen (zwei einzelne, zueinander 
komplementare DNA- bzw. RNA-Strange bilden einen Doppelstrang) laflt sich 
beispielsweise ermitteln, wo Unterschiede zwischen gesunden und 
krankheitsfordernden DNA-Fragmenten auftreten. Des weiteren gibt es auch 
Interaktionen zwischen DNA- bzw. RNA-Fragmenten und Proteinen, da die 
Proteinproduktion in Zellen durch die DNA und RNA gesteuert wird, was 
auch als Transkription und Translation bezeichnet wird. Bei sogenannten 
cDNA-Arrays wird der Frage nachgegangen, welche DNA in mRNA ubersetzt 
wird. 

Immobilisiert man eine DNA-Helix derart auf einer Oberflache, daB die 
Helixachse annahernd senkrecht auf der Oberflache steht, so betragt die Hohe 
pro Basenpaar zwischen etwa 0,2 nm und 0,4 nm, je nach Helixtyp. Die 
gangige Anzahl von Basenpaaren auf DNA-Chips liegt bei 8 bis 25, womit 
man eine Hohe der Strange von etwa 2 bis 8 nm erhalt. Der Helixdurchmesser 
liegt bei ca. 1,8 bis 2,6 nm. Je nach DNA-Belegungsdichte kann die mittlere 
Schichtdicke auch deutlich unter 1 nm liegen, was ein entsprechend 
empfindliches Detektionsverfahren erforderlich macht. 
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Typischerweise werden auf einem DNA-Chip einige hundert bis einige tausend 
verschiedene Basensequenzen aufgebracht. Ein sogenannter Spot enthalt eine 
gewisse Anzahl von DNA-Strangen mit identischer Basensequenz. Selbst bei 
einer vergleichsweise kleinen Anzahl von acht Basen pro Strang miissen 
tausende von Spots aufgebracht werden, um alle moglichen Basensequenzen zu 
beriicksichtigen. Die Detektion der Hybridisierung erfordert somit ein 
empfindliches MeBverfahren, mit dem moglichst viele Spots gleichzeitig 
analysiert werden konnen. 

Auch bei anderen biochemischen Interaktionen, wie z.B. Antikorper- 
Antigenreaktionen, ist es von groliem Interesse die Kopplungsstarke zu 
bestimmen, da sich hieraus Ansatze fur neue pharmazeutische Produkte 
ergeben konnen. 

Die hier betrachteten Kopplungsreaktionen fuhren zu einer Massenzunahme auf 
einer Oberflache, die mit einer Anderung des Brechungsindexes in 
unmittelbarer Nahe der Oberflache einhergeht. Diese Brechungsindexanderung 
ist prinzipiell meBbar. Derzeit werden jedoch hauptsachlich sogenannte 
Fluoreszenzreader eingesetzt, um die oben genannten biochemischen 
Reaktionen zu detektieren. Fluoreszenzreader sind allerdings nicht in der Lage, 
direkt eine Massenzunahme zu messen, sondern erfordern eine Markierung der 
Molekiile mit einem Fluoreszenzlabel. 

Fluoreszenzlabel haben jedoch den Nachteil, daft sie nach kurzer Zeit 
ausbleichen, was die quantitativen Auswertungen erschwert. Zur Detektion 
werden in der Regel extrem empfindliche sogenannte rauscharme CCD- 
Kameras benotigt, die dementsprechend auf tiefe Temperaturen gekiihlt werden 
miissen. 

In Graham Ramsey "DNA-Chips: State of the Art", Nature Biotechnology, 
Vol. 16, Jan. 98, Seite 40 bis 44 werden verschiedene DNA-Chips 
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beschrieben. Die Grundplatte solcher DNA-Chips besteht beispielsweise aus 
Silizium, wobei diese Chips zur Beschleunigung des Hybridisierungsvorgangs 
gelabelter Proben auch Mikroelektroden aufweisen konnen. 

In Steel et al. "Electrochemical Quantitation of DNA-Immobilize on Gold", 
Analytical Chemistry, Vol. 70, Nr. 22, Nov. 15, 1998 werden auf Glaskorper 
aufgesputterte Goldschichten beschrieben, die als Elektroden dienen. 
DNA-Chips, die fur den Einsatz in empfindlichen optischen MeBverfahren 
geeignet sind, werden nicht beschrieben. 

Es ist Aufgabe der Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, da6 eine schnelle 
und simulatane Messung einer Vielzahl von Proben bei gleichzeitig groBerer 
Nachweisempfindlichkeit gewahrleistet, wobei nicht nur der qualitative sondern 
auch der quantitative Nachweis von Probenveranderungen moglich sein soil. Es 
ist auch Aufgabe der Erfindung, eine entsprechende MeBanordnung fur die 
Durchfiihrung des Verfahrens zur Verfugung zu stellen. Weiterhin ist es 
Aufgabe der Erfindung, Biochips bereitzustellen, die zum Einsatz in diesem 
Verfahren bzw. der MeBanordnung geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird mit einem Verfahren zur quantitativen und/oder 
qualitativen Bestimmung von auf chemischen, biologischen, biochemischen 
oder physikalischen Effekte beruhenden Probenanderungen gelost, die auf einer 
Anderung des Brechungsindex der Probe basieren, wobei sich die Probe auf 
einem mit mindestens einer Metallschicht versehenen Probentrager befindet, 
mittels ellipsometrischer Messungen, bei denen die ellipsometrischen 
Parameter ^ und A ermittelt werden, wobei 

der Einfallswinkel und/oder die Frequenz der fur die ellipsometrischen 
Messungen verwendeten elektromagnetischen Strahlung derart 
eingestellt wird, daB in der Metallschicht eine gedampfte 
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Oberflachenplasonenresonanz (SPR = Surface Plasmon Resonance) 
angeregt wird, 

die Detektionsempfindlichkeit (5cosA)/(Einheit der Probenanderung) 

uber die Dicke der Metallschicht eingestellt wird, 

die elektromagnetische Strahlung auf der der Probe abgewandten Seite 

des Probentragers flachig eingestrahlt wird und 

bei mindestens einem Einfallswinkel und mindestens einer Frequenz 

mindestens zwei zeitlich versetzte, simultane, ortsaufgeloste 

ellipsometrische Messungen an der Probe/den Proben durchgefiihrt 

werden und wenigstens die jeweils dazugehorigen A- bzw. cosA-Werte 

zur Ermittlung der Probenanderung ausgewertet werden. 

Die Erfindung eignet sich zum Nachweis aller physikalischen, chemischen, 
biologischen oder biochemischen Vorgangen, bei denen sich der 
Brechungsindex in der Nahe einer Oberflache hinreichend stark andert, 
insbesondere aber fur die oben beschriebenen Kopplungsreaktionen auf einem 
flachen Biochip, wie nachfolgend noch im einzelnen erlautert wird. 

Unter Probenanderungen werden insbesondere das Aufwachsen von Schichten 
aus biologischen oder chemischen Molekulen verstanden, die sich auf einer 
Immobilisierungsschicht aus einem Fluid abscheiden, insbesondere die eingangs 
erlauterten Veranderungen aufgrund biochemischer Interaktionen, aber auch 
physikalische Veranderungen, wie z.B. das Schrumpfen oder Quellen von 
Polymerschichten. 

Es hat sich gezeigt, daB der ellipsometrische Parameter A durch die 
Oberflachenplasmonenanregung stark beeinfluBt wird. Wenn die Wellenlange 
und/oder der Einfallswinkel der verwendeten elektromagnetischen Strahlung 
bezuglich des verwendeten Metalls so eingestellt wird, daB eine 
Oberflachenplasmonenanregung auftritt, erhoht sich die 
Detektionsempfindlichkeit erheblich und liegt in einer GroBenordnung uber 
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diejenigen, die bei der konventionellen Ellipsometrie, d.h. ohne Anregung der 
Oberflachenplasmomen, erreicht werden kann. Dadurch ist es mdglich, z.B. 
deutlich geringere Schichtdickenanderungen zu detektieren bzw. das 
Aufwachsen durch biologische oder chemische Interaktionen bewirkter 
Schichten bereits zu einem friiheren Zeitpunkt zu erkennen. 

Wahrend beim Stand der Technik die riickwartige Einstrahlung ohne 
metallische Beschichtung schlechte ellipsometrische Mefiergebnisse liefert, 
wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren dieser Nachteil nicht festgestellt. 
Dies ist darauf zuruckzufuhren, daB gemafi der Erfindung eine 
signalverstarkende Metallschicht verwendet wird. Es wird dadurch moglich, 
z.B. mit einer solchen Metallschicht versehene, ansonsten jedoch 
herkommliche Kuvetten zu verwenden und die Messung an der Bodenwand der 
Kiivetten durchzufuhren. 

Da die Ellipsometrie noch einen weiteren Parameter, namlich ^ liefert, ist es 
nicht notwendig, den mit der Probenanderung verkniipften Brechungsindex zu 
kennen, um Absolutwerte bestimmen zu konnen. Mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren konnen somit mehr Informationen bei grofierer Genauigkeit erhalten 
werden. Wenn z.B. die absolute Dicke der aufgewachsenen Schicht bestimmt 
werden soli, wird zusatzlich zum cosA noch der tan ^ ausgewertet. 

Im Gegensatz zur konventionellen Ellipsometrie kann durch das 
erfindungsgemafie Verfahren die Signalhohe und damit die 
Detektionsempfindlichkeit zusatzlich noch weiter vergroBert werden, wenn die 
Dicke der Metallschicht optimiert wird. Durch die Einstellung der Dicke der 
Metallschicht ist es moglich, die Steigung der cosA-Kurve zu vergrofiern und 
das Verhaltnis ocosA zur Probenanderung anzuheben. Dadurch wird zwar der 
Dynamikbereich hinsichtlich der maximal meBbaren Probenanderungen 
moglicherweise eingeschrankt, da die gesamte cosA-Anderung grundsatzlich 
nicht groBer als 2 sein kann, dies ist jedoch insofern kein Nachteil, weil bei 
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Bedarf uber die Wahl der Schichtdicke oder die Lichtwellenlange die cosA- 
Anderung auch wieder reduziert werden kann. 

Zur Ermittlung von Schichtdickenanderungen oder Brechungsindexanderungen 
wird vorzugsweise die spektrale Verschiebung der tan^ und cosA-Kurven 
ermittelt. Mittels eines Simulationsprogramms kann daraus die Anderung der 
Schichtdicke oder des Brechungsindex relativ und absolut berechnet werden. 

1st beispielsweise das zu untersuchende Schichtsystem hinreichend genau 
bekannt und homogen uber die gesamte Detektionsflache, kann auch bei nur 
einer Wellenlange gemessen werden, so daii nicht die spektrale Verschiebung 
der tan*- und cosA-Kurven ermittelt wird, sondern die Anderung der tan¥- 
und cosA-Werte bei einer festen Wellenlange. Dies setzt allerdings voraus, dali 
der Schichtdickenzuwachs bzw. die Brechungsindexanderung nicht zu grofl ist, 
da der Dynamikbereich des cosA-Wertes auf - 1 bis + 1 beschrankt ist. 

Unter Umstanden genugt dort die Auswertung einer der beiden 
ellipsometrischen MeBgrdBen. Meist erweist sich der cosA-Wert als der 
sensitivere Wert. 

Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, dafi nach der 
Einstellung der Parameter fur die Oberflachenplasmonenanregung weder die 
Wellenlange noch der Einfallswinkel unbedingt variiert werden mu6. Dies ist 
ein erheblicher Vorteil hinsichtlich des apparativen Aufwandes gegenuber 
MeBverfahren, bei denen einer dieser Parameter variiert werden muB. Mit dem 
Verfahren lassen sich mehr Proben pro Zeiteinheit untersuchen als es bisher 
der Fall war, weil auf das systematische Durchfahren des Einstrahlwinkels und 
der Wellenlange verzichtet werden kann. 

Gegenuber konventionellen SPR-Mefianordnungen erzielt man den Vorteil, daB 
ellipsometrische Messungen prinzipiell mehr Informationen liefern, da sie zwei 
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GroBen gleichzeitig ermitteln und A). Dadurch konnen prazisere 
quantitative Aussagen zu Schichtdicken-Anderungen oder 
Brechungsindexanderungen gemacht werden. Deswegen geniigt bei dem 
erfindungsgeraafien Verfahren eine grobe spektrale Auflosung, wohingegen bei 
spektralen SPR-Messungen die genaue Lage eines schmalen 
Reflektionsminimums gefunden werden muB. Die erfindungsgemafie 
MeBanordnung ist dariiber hinaus unernpfindlicher gegeniiber zeitlichen 
Intensitatsschwankungen der Lichtquelle und des Umgebungslichtes, da stets 
eine Normierung durch das s-polarisierte Licht stattfindet. SPR-Messungen mit 
Winkelvariationen sind im Gegensatz zum erfindungsgemaflen Verfahren 
prinzipiell nicht fur zweidimensionale ortsaufgeloste Simultanmessungen 
geeignet, weil eine raumliche Dimension bereits fur die Bestimmung des 
winkelabhangigen Reflektiyitatsminimums benotigt wird. 

Die ellipsometrische Charakterisierbarkeit aller beteiligten Schichten ist ein 
immanenter Vorteil der Erfindung gegeniiber alien nicht-ellipsometrischen 
SPR-MeB verfahren . 

Gegeniiber fluoreszenzbasierten MeBverfahren weist die Erfindung den 
betrachtlichen Vorteil der markierungsfreien Detektion auf, was die 
biochemische Preparation erleichtert und preiswerter macht. Die biologischen 
Interaktionen werden bei dem erfindungsgemaBen Verfahren nicht durch ein 
Fluoreszenzlabel verfalscht. Ein erheblicher Vorteil der Erfindung ist auch, 
daB es keine Ausbleicheffekte wie bei fluroreszenzbasierten Verfahren gibt. 
Dieses Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs stellt bekanntermaBen ein groBes 
Problem bei quantitativen Analysen von Kopplungsreaktionen dar. Im 
Gegensatz zu Fluoreszenzdetektoren wird fur das erfindungsgemafie Verfahren 
keine hochempfindliche Kamera benotigt, da ein wesentlich groBerer 
Intensitatsanteil des eingestrahlten Lichtes fur die Detektion zur Verfugung 
steht. 
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Gegeniiber MeBmethoden, die auf radioaktiver Markierung beruhen, ergeben 
sich vergleichbare Vorteile wie gegeniiber der Fluoreszenzmarkierung. Zudem 
kann das Hantieren mit radioaktiven Substanzen vermieden werden. 

Gegenuber massenspektroskopischen Verfahren ergibt sich hauptsachlich der 
Vorteil des wesentlichen geringeren geratetechnischen Aufwandes, da keine 
Vakuumtechnik notwendig ist. Massenspektroskopische Verfahren liefern 
andere experimentelle Daten und stellen daher eine Erganzung optischer 
Methoden dar. 

Aufgrund der relativ kleinen auszumessenden Flache eines Biochips von in der 
Regel wenigen cm 2 kann der gesamte Chip leicht mit einer einzigen 
ortsaufgelosten Messung erfafit werden. Besonders geeignet ist das Verfahren, 
eine Vielzahl von biochemischen Bindungsereignissen simultan nachzuweisen. 
Hierzu wird ein flacher Biochip, der mit einer Metallbeschichtung versehen ist, 
mit zahlreichen unterschiedlichen Fangermolekulen beladen. Die auf der 
Metallschicht ggf. mit einem sogenannten Spacer (Molekule zur Erzielung 
gunstiger sterischer Bedingungen) immobilisierten Fangermolekiile sind in der 
Lage, sehr spezifische Molekule aus einer Losung heraus an sich zu binden. 
Die dadurch hervorgerufene Massenzunahme auf der Oberflache, kann uber die 
damit einhergehende Anderung des Brechungs index gemessen werden. Bei den 
Fangermolekulen kann es sich beispielsweise urn die DNA-Stiicke 
(Oligonucleotide), Antikorper, Aminosaureketten (Peptide), aber auch urn 
Viren oder Bakterien handeln. Die Immobilisierung der Fangermolekiile kann 
z.B. uber Streptavidin-Biotin-Bindungen, Verfahren der Thiolchemie oder 
andere naBchemische Verfahren erreicht werden. 

Ein anderes geeignetes Verfahren ist die Immobilisierung von Fangermolekulen 
auf den mit einer geeigneten Metallschicht versehenen Kuvettenboden von 
Titerplatten. Hier werden meist alle Kiivetten mit gleichartigen 
Fangermolekulen versehen, wahrend anschliefiend in jede Kiivette 
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unterschiedliche Losungen gegeben werden. Bei entsprechender Auslegung der 
Erfindung kann auch hier die gesamte Titerplatte mit einer Aufnahme des 
bildgebenden Sensors vermessen werden. 

Ferner sind kinetische (zeitaufgeloste) Bindungsmessungen moglich sowie auch 
die Messung von stationaren Zustanden (in der Regel Anfangs- und 
Endzustande). Die letztere Art der Messung wird oft eingesetzt, um sogenannte 
Hits zu untersuchen. Dabei handelt es sich um pharmazeutisch relevante 
Bindungsereignisse, die eine vorgegebene Affinitatsschwelle uberschreiten. 

Vorzugsweise werden die simultan, ortsaufgelosten ellipsometrischen 
Messungen wahrend sowie vor und/oder nach der Probenveranderungen 
durchgefuhrt. Die Messungen vor der Probenveranderung dienen als 
Referenzmessung, die mit der oder den Messungen wahrend oder nach der 
Probenanderung verglichen werden. Aus der Anderung des cosA laBt sich eine 
Aussage uber die Starke der Probenveranderung machen. Die 
Referenzmessungen konnen auch fur unterschiedliche Proben verwendet 
werden. 

Eine andere bevorzugte Ausfiihrungsform sieht vor, daB kontinuierliche 
ellipsometrische Messungen mindestens wahrend eines Zeitabschnitts der 
Probenanderungen durchgefuhrt werden und wenigstens die zeitliche Anderung 
der dazugehorigen cosA-Werte ausgewertet wird. Mit den Messungen laBt sich 
beispielsweise das Aufwachsen der nachzuweisenden Schicht verfolgen. 

Vorzugsweise wird eine Metallschicht aus einem Metall verwendet, das im 
Wellenlangenbereich der verwendeten elektromagnetischen Strahlung einen 
Brechungsindex (Realteil) von < 1 aufweist. Vorteilhafterweise wird eine 
Metallschicht aus Kupfer, Gold, Silber oder Aluminium oder eine Legierung 
verwendet, die diese Metalle enthalt. 



WO 02/097405 



PCT/EP02/05895 



15 



Wahrend bei der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie nach dem Stand 
der Technik Metallschichten >50 nm verwendet werden, hat es sich 
herausgestellt, da8 fur das erfindungsgemaBe Verfahren Dicken zwischen 10 
und 45 nm, vorzugsweise zwischen 10 und 40 nm weitaus besser geeignet 
sind. Bei Schichtdicken > 50 nm verlauft die cosA-Kurve in Abhangigkeit von 
der eingestrahlten Lichtfrequenz deutlich flacher und der Dynamikbereich 
zwischen - 1 und + 1 wird nicht ausgeschopft. Bei Dicken der Metallschicht 
von < 10 nm ergeben sich jedoch zu geringe Sensitivitaten. 

Die bevorzugte Dicke der funktionellen Teilschicht zwischen 20 nm und 40 nm 
sorgt dafiir, daB der Reflektivitatseinbruch bei der Oberflachenplasmonen- 
resonanz verringert und spektral verbreitert ist. Dieses physikalische Verhalten 
wird als gedampfte Oberflachenplasmonenresonanz (gedampfte SPR) 
bezeichnet. Die gedampfte Oberflachenplasmonenresonanz fuhrt dazu, daB der 
Verlauf der ellipsometrischen MeBroBen tan* und cosA bei 
Wellenlangenvariationen nicht sprungartig ist. Dies beinhaltet den Vorteil, daB 
die spektrale Auflosung der gesamten MeBanordnung relativ gering sein kann, 
was Kosten und MeBzeit einspart. Die Messung bei einigen diskreten 
Wellenlangen genugt in der Regel, urn den spektralen Verlauf von tan* und 
cos A hinreichend genau zu charakterisieren. Diese Charakterisierung ist 
insbesondere dann notwendig, wenn die beteiligten Schichten (funktionelle 
Metallschicht, Vermittlungsschicht, biochemische Schichten etc.) noch nicht 
genau bekannt sind. Die ellipsometrische Charakterisierbarkeit der beteiligten 
Schichten ist ein immanenter Vorteil gegeniiber nicht-ellipsometrischen SPR- 
MeBvorrichtungen. Vorzugsweise werden alle Messungen in der Nahe des 
Nulldurchgangs des cosA auf der Wellenlangeskala durchgefuhrt, da hier die 
Detektionsempfindlichkeit am groBten ist. 

Es ist auch moglich, die ellipsometrischen Messungen an ruhenden oder 
fliefienden Medien durchzufuhren. 
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Vorzugsweise wird elektromagnetische Strahlung irn Wellenlangenbereich von 
100 nm bis 10/xm, vorzugsweise von 300 nm bis 3/*m verwendet. 
Vorzugsweise wird monochromatische Strahlung, insbesondere Licht 
eingesetzt. Der Vorteil der monochromatischen Strahlung besteht darin, daB 
die Strahlung vor der Detektion nicht spektral gefiltert werden mufi. 

Als Strahlungsquellen konnen Laser eingesetzt werden. Es ist aber auch 
moglich, Lampen, wie z.B. Xenonlampen mit breiter Spektralverteilung als 
Strahlungsquelle zu verwenden, wobei dann vorteilhafterweise vor der 
Detektion eine spektrale Filterung durchzufuhren ist. 

Das Verfahren wird vorzugsweise an einem mit mehreren Spots versehenen 
Biochip durchgefiihrt oder an mehreren MikroreaktionsgefaJien einer Titerplatte 
durchgefiihrt. 

Eine bevorzugte Verwendung des Verfahrens ist die Untersuchung 
biochemischer Interaktionen auf der Basis von DNA- Oder RNA- 
Hybridisierung, DNA- Oder RNA-Protein-Wechselwirkungen, DNA- oder 
RNA-Antikorper-Wechselwirkungen oder Antikoiper-Antigen-Wechselwirkung. 

Das Verfahren kann zu Antikorpercharakterisierung, Entwicklung von 
Immonoassays, Elisaoptimierung (ELISA: enzyme-linked immunoabsorbent 
assay), Konzentrationsbestimmungen kleiner Analytmengen, Membranstudien 
oder fiir die Erforschung von Signaltransduktionsketten eingesetzt werden. 

Das Verfahren ist auch zur Untersuchung von physikalischen oder chemische 
Probenanderungen geeignet, bei denen die Eigenschaften (komplexer 
Brechungsindex, Schichtdicke, optische Anisotropic, etc.) von dunnen 
Schichten ortsaufgelost bestimmt werden. Beispielsweise kann das Schrumpfen 
oder Quellen von Polymerschichten untersucht werden. Des weiteren kann der 
komplexe Brechungsindex von Flussigkeiten oder polymerisierten festen 
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Stoffen ermittelt werden. Ferner sind auch die Konzentrationsanderungen von 
Ionen, Glukose oder anderen Inhaltsstoffen in einer Fliissigkeit bestimmbar. Es 
kann beispielsweise der Diffisionsprozeli von loslichen Substanzen 
zweidimensional ortsaufgelost in seiner zeitlichen Entwicklung verfolgt 
werden. 

Ein in dem Verfahren einsetzbarer Biochip besitzt einen Probentrager aus einer 
mit mindestens einer Metallschicht versehenen Grundplatte, bei dem der 
Probentrager aus einem Material besteht, das im elektromagnetischen 
Wellenlangenbereich zwischen 100 nm und 10 M m mindestens in einem 
Wellenlangenabschnitt von mindestens 10 nm Breite eine Transmission von 
mindestens 20% aufweist und bei dem die Metallschicht aus Kupfer, Silber, 
Gold Oder Aluminium aus einer Legierung besteht, die wenigstens eines dieser 
Metalle zu mindestens 5 Gew.-% enthalt, wobei die Dicke der Metallschicht 
oder die Gesamtdicke mehrerer Metallschichten zwischen 10 und 45 nm, 
insbesondere zwischen 20 und 40 nm liegt. 

Unter Biochips werden DNA-Chips, RNA-Chips, Elektrophoresechips und 
Proteinchips verstanden. Zu den DNA- bzw. RNA-Chips gehoren die 
sogenannten DNA-Arrays, die eine Vielzahl von Spots aufweisen. Auch DNA- 
Chips mit lediglich einer Probensubstanz zahlen hierzu. 

Vorzugsweise besteht die Grundplatte des Probentragers aus einem der 
Materialien BK7, SF10, SF11, Zr0 2 , fused Silica, Cr0 2 , Si 3 N 4 , Quarz 
und/oder einem transparenten Kunststoff. 

Vorzugsweise ist zwischen der Metallschicht und der Grundplatte eine 
Haftvermittlungsschicht angeordnet . 

Die Haftung der funktionellen Metallschicht auf dem transparenten Trager wird 
durch diese Haftvermittlungsschicht verbessert. Hierbei kann es sich urn eine 
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hinreichend dunne Schicht, z.B. aus Titan oder Chrom handeln. Die Haft- 
Vermittlungsschicht wird so diinn gewahlt, dali sie keinen storenden EinfluB 
auf die Oberflachenplasmonenresonanzanregung hat. Die Dicke liegt daher 
vorzugsweise bei 1 nm bis 20 nm. 

Auf der Metallschicht kann eine nicht-metallische Deckschicht aufgebracht 
sein, die beispielsweise aus Glas, Metalloxyd, Halbleiteroxyd und/oder 
Kunststoff bestehen kann. die Schichtdicke liegt vorzugsweise bei maximal 500 
nm. 

Vorzugsweise weist die Deckschicht im Wellenlangenbereich von 100 nm bis 
10/xm mindestens in einem Wellenlangenabschnitt der Breite von 10 nm bei 
senkrechtem Einfall eine Transmission von < 10% auf. 

Durch eine Oberflachenbehandlung, z.B. mit chemischen Losungen und/oder 
Plasmen kann eine hydrophile oder hydrophobe Oberflache der Deckschicht 
oder der Metallschicht eingestellt werden. 

Vorzugsweise ist auf der Metallschicht oder der Deckschicht eine biochemische 
Immobil isierungsschicht aufgebracht . 

Vorteilhafterweise sind auf der Metallschicht oder der Deckschicht DNA-Spots 
aufgebracht. 

Vorteilhafterweise tragt die Unterseite der Grundplatte eine Einrichtung zur 
flachigen Einkopplung und Auskopplung von elektromagnetischer Strahlung. 
Eine derartige Einrichtung kann beispielsweise ein Prisma sein. Ein 
trapezformiges Prisma kann aus einem oder mehreren Teilstiicken bestehen, 
die bei Bedarf zusammengeklebt sein konnen. In Abhangigkeit von der 
Brechzahl des verwendeten Materials fur die Prismen andert sich der 
Einfallswinkel des Lichts. Dadurch kann auf die Strahlfuhrung, Leuchtdichte 
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und optisches Auflosungsvermogen des Ellipsometers Einfluli genommen 
werden. 

Der Brechungsindex des Prismas sollte weitgehend mit dem der transparenten 
Grundplatte ubereinstimmen. Zwischen Prisma und Grundplatte sollte ein 
Medium eingebracht werden, das ebenfalls einen moglichst ahnlichen 
Brechungsindex aufweist. Hierbei kann es sich urn ein 6l, eine andere 
geeignete Fliissigkeit oder einen flexiblen Festkorper handeln. Wenn ein 
fliissiges oder zahfliissiges Medium verwendet wird, kann dies manuell oder 
mit Hilfe einer Pumpvorrichtung aufgetragen werden. 

Die Metallschicht oder Schichten konnen an eine Spannungsquelle 
angeschlossen sein. In diesem Fall dient die Metallschicht zusatzlich als 
Elektrode. 

Wenn die Metallschicht auf dem transparenten Trager gleichzeitig als 
Elektrode verwendet wird, kann die Wanderung von geladenen Teilchen in 
einer Fliissigkeit beeinfluBt, d.h. beschleunigt oder behindert werden. Zu 
diesem Zweck kann sich an einer anderen Stelle in der Fliissigkeit, die die 
geladenen Teilchen enthalt, eine Gegenelektrode befinden. Die Elektroden 
konnen elektrischen Kontakt zur Fliissigkeit haben oder durch nichtleitende 
Schutzschichten, z.B. aus Si0 2 , elektrisch isoliert sein. 

Die Metallschicht kann auch partiell unter Ausbildung einer matrixformigen 
Struktur aufgebracht sein. Hierbei konnen die metallischen Matrixelemente 
jeweils an eine eigene Spannungsquelle angeschlossen sein. 

Beispielsweise kann die elektronische Struktur matrixformig derart ausgefuhrt 
sein, da6 sie an die matrixformige Verteitung von DNA-Spots auf einem 
Biochip angepafit ist. Dabei ist es moglich, die einzelnen matrixformigen 
angeordneten Elektroden mit individuellen Zuleitungen und invididuellen 
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Spannungen zu versorgen. Elektroden konnen aber auch elektrisch miteinander 
verbunden sein, so da/i nur eine Spannung anzulegen ist. 

Die erfindungsgemaBe MeBanordnung umfeBt ein Ellipsometer, das eine 
Strahlungsquelle, einen Polarisator, einen Analysator und einen Detektor sowie 
eine an den Detektor angeschlossene Auswerteeinrichtung aufweist. Ferner 
umfaBt die MeBanordnung einen Probentrager fiir die zu vermessende 
Probe/vermessenden Proben, deren Grundplatte auf der der Probe zugewandten 
Seite mindestens eine Metallschicht aufweist. Zwischen dem Analysator und 
dem Polarisaktor ist eine optische Ein- und Auskoppeleinrichtung am 
Probentrager angeordnet, wobei die Ein- und Auskoppeleinrichtung derart 
ausgebildet ist, daB die elektromagnetische Strahhing in einem solchen 
Einfallswinkel auf die Metallschicht gelenkt wird, daB eine gedampfte 
Oberflachenplasmonenresonanz angeregt wird. Im Strahlengang vor und hinter 
der Ein- und Auskoppeleinrichtung ist jeweils ein Linsensystem zur flachigen 
Ausleuchtung der Ein- und Auskoppeleinrichtung und der Nachweisflache des 
Detektors angeordnet. Der Detektor ist ein bildgebender Sensor und ermoglicht 
auf diese Weise die simultane ortsaufgeloste Messung der MeGsignale. Die 
Auswerteeinrichtung ist zur ortsaufgelosten simultanen Verarbeitung der 
MeBsignale und mindestens zur ortsaufgelosten simultanen Auswerten der 
(ScosA)-Werte ausgebildet. 

Das Ellipsometer kann ein Nullellipsometer sein, wie dies beispielsweise in 
Analytical Chemistry Volume 62, Nr. 17, Sept. 1, 1990, Seite 889 beschrieben 
wird. Es kann sich auch um ein Ellipsometer mit rotierenden Polarisator Oder 
um eine Ellipsometer mit rotierendem Analysator oder um ein 
phasenmodulierendes Ellipsometer handeln. 

Vorzugsweise ist der bildgebende Sensor eine CCD-Kamera oder eine 
matrixartige Anordnung von Photodioden oder Phototransistoren. 
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Die StrahlungsqueHe kann polychromatic sein, wobei zwschen 
StraMungsquel.e und bi.dgebe„de m Sensor ein Monochromaror mi. vanab.e, 
We.len.ange oder ein Fi.rerrad mit optischen BandpaBfiuern verschiedener 
Wellenlange angeordnet ist. 

Ferner kann die Stmhhmgsquelle anch eine wehgehend monochromatische 
UchtqueUe sein oder ans mehreren weitgehend monochromauschen 
Einzellichtquellen mi. unterschiedlichen Lich.we.lenlangen bestehen. 

Vorzugsweise is. das Linsensysrem for die flachige Einstrahlung eine 
ScheimpBugopuk. Eine Scheimpflugop.ik is, vorreUhaf, bei der scharfen 
Abbildnng von Ebenen, die nich. parallel zur Dereknonsebene liegen. 

Die Ein- nnd Auskoppeleinrichtung kann ein Prisma ans BK7, SFKl, SFll, 
Zr0l , fused Silica, Qnarz oder einem .ransparenten Kuns^ff se,n. 

Der Probentrager kann den Boden einer Reaktionskammer Widen. Die 
Reaktionskammer kann eine Temperiereinrichrung und/oder erne 
Befeuchtungseinrichtung aufweisen. 

Samtliche Ausfuhmngen zu Biochips und Probentragern sind anch auf 
Titerplatten ubertragbar. 

Beispielhafte Ausfuhrungsformen der Eriindnng werden nachfolgend anhand 
der Zeichnungen naher erlautert. 

Es zeigen: 

Figur 1 eine erfindungsgemaBe MeBanordnung mit einem Biochip, 

Figur 2 eine Mefianordnung gemaB einer weiteren Ausfuhrungsform, 
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Figur 3 eine MeBanordnung gemaB einer weiteren Ausfuhrungsform mit 

einer Titerplatte, 

Figur 4 ein vergroBerter Ausschnitt eines Biochips, 

Figur 5a die vergroflerte Darstellung eines MikroreaktionsgefaBes einer 
Titerplatte, 

Figur 5b die vergroBerte Darstellung eines MikroreaktionsgefaBes einer 
Titerplatte, 

Figur 6 zwei Diagramme zur Erlauterung der Einstellung sowohl der 

Oberfiachenplasmonenresonanz als auch der Dicken der 
Metallschicht, 

Figur 7 die Messung der Anderungen des ScosA in Abhangigkeit der 

Wellenlange des eingestrahlten Lichtes, 

Figur 8 der ScosA in Abhangigkeit der MeBzeit ohne Metallschicht, 

Figur 9 der ScosA in Abhangigkeit der MeBzeit unter Verwendung einer 

Silberschicht, 

Figur 10 ein Diagramm, in dem ScosA gegen die MeBzeit beim 

Hybridisierungsvorgang dargestellt ist unter Verwendung einer 
Goldschicht, und 

Figur 1 1 ein dreidimensionales Balkendiagramm zur Erlauterung der 
ortsaufgelosten Messungen. 
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In der Figur 1 is. eine MeBanordnung 1 sehematiseh dargestellt. D.e 
e,ek.romagne.ische Strahlnng 11 einer monochromarisehen LichtqueUe, z.B. 
e i „erHa.oge n .a m pe2w Wm «ein=n 1 U n sensys ttm 3de m Ein, ri , l sfen S ,er 

eines optischen Monoehromarors 4, (FiUerad Oder scannender Monochroma,„r> 
angepaB,. Die den Monochroma.or 4 verlassende Srrahlung 11 wird tm. e.nem 
weireren Linsensystem 5 paralle.isiert und bei Bedarf aufgewe.tet. 

Die monochromatische Strahlnng wird m,t einem Polarisator 6 linear 
polarisier, and fall, senkreeh. auf die Eimrittsnache 21 einer Etn- und 
Auskoppe.einrieh.ung 20 i» Form eines Prismas. Die Strabhtng passier. m.« 
gering Reflexionsver.us.en und vernachlassigbarer Breehung die Eintnusnaene 
21 und fall, auf eine weitere Prismenoberflaehe. Zwisehen dteser 
Prismenoberflaehe and dem darauf liegenden transparenren Probemrager 30 
befinde, sieh eine dunne Olschich, zur Breebungsindexanpassung. Der 
transparenre TVager 30 besteh. aus einem homogenen Glas- Oder 
Kuns«s.offma.er,a, und wets, einen mogHehst aJmUehen Breehungsindex auf 
wie die Ein- und Auskoppeleinrichtung 20. 

Nachdem die S.rablung die Grundplaue 31 des Probentragers 30 durehdnrngen 
ha « wird sie an der metallischen Sehieh, 33 refleknert, wobei sie aufgrund der 
Aruegung einer gedampfren Oberflaehenplasmonenresonanz in ihrer Intenstra. 
abgeschwach. und binsich.Uch der Pbase bzw. Polarisation verier, wtrd. Dk 
reftektierte Srrablung rriffr auf einen roflerenden Ana,ysa,„r 7, mi, dessen Ht.fe 
die renek.ionsbeding.en Inrensnihs- und Phasenanderungen fur d,e S- und P- 
Komponemen (senkreeh. und parallel zur Einfaflsebene polarisiene Ametle) der 
Strahlnng besumm. werden konnen. Die Strahlnng passier. dann etn 
Unsensys.em 8, das vorzugsweise eine Seheitr.pnugop.ik sein kann, mudem 
s ,e auf den bi.dgebenden Sensor 9 in Form einer CCD-Kamera abgebtldet 
wird Der bildgebende Sensor 9 ,ei.et seine Signa.e an eine Auswerte- und 
Steuereinrichtung 10 weiter, die die Signale weiterverarbeite, und anch den 
Ablauf der gesamten Messung koordiniert. 
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In dem hier gezeigten Beispiel, dient die ellipsometrische MeBanordnung zur 
Analyse eines Biochips 40, auf dem matrixartig DNA-Spots 41 mit 
unterschiedlichen Basensequenzen aufgebracht sind. Die DNA-Spols 41 sind 
auf der Metallschicht 33 immobilisiert und von einer wassrigen Losung 
umgeben. Die wassrige Losung kann uber einen ZufluB 61 und einen AbfluB 
62 ausgetauscht werden. Um Hybridisierungsvorgange oder andere biologische 
Interaktionen zu beschleunigen ist ein Riihrer 65 mit einem dazugehorigen 
Antrieb vorgesehen. Die wassrige Flussigkeit kann mit einer 
Temperierungsvorrichtung 63 auf eine feste Temperatur eingestellt werden 
oder wahrend der Messung abgekuhlt oder aufgeheizt werden. Fur mehrere 
Strahlungswellenlangen, die sich im Bereich der gedampften 
Oberflachenplasmonenresonanz befinden, werden die ellipsometrische 
MefigroBen tan* und ScosA ortsaufgelost bestimmt. Mit einer geeigneten 
Auswerte-Software wird aus den ellipsometrischen MeBdaten die Starke der 
biologischen Interaktionen an den verschiedenen DNA-Spots 41 bestimmt. 

In der Figur 2 ist eine MeBanordnung gemaB einer weiteren Ausfuhrungsform 
dargestellt, die sich von der Anordnung der Figur 1 dadurch unterscheidet, daB 
die auf dem Biochip 40 befindlichen DNA-Spots 41 nicht von einem wassrigen 
sondern von einem gasfdrmigen Medium, z.B. Luft, Stickstoff or Argon 
umgeben sind. Aufgrund des geringen Brechungsindex gasformiger Medien 
gegeniiber wassrigen Medien ist ein kleinerer Einfallswinkel fur die 
elektromagnetische Strahlung vorgesehen, damit bei gleichem spektralen 
Bereich eine gedampfte Oberflachenplasmonenresonanz angeregt werden kann. 
Biochemische Substanzen sind im allgemeinen in gasformiger Umgebung 
stabiler, wenn eine hohe Luftfeuchtigkeit vorliegt. Daher ist neben der 
Temperierung- auch eine Befeuchtungseinrichtung 66 vorgesehen. 

In der Figur 3 ist eine weitere Ausfuhrungsform einer MeBanordnung 1 
dargestellt, die sich von der MeBanordnung gemaB der Figur 1 dadurch 
unterscheidet, dafi anstatt eines Biochips 40 eine Titerplatte 50 mit einer 
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maUixfarmigen Anordnung von Veruefungen <Kiive„en 55, ana.ys.en w,rd. 
Aufgrund der groBen Abmessungen an der Tnerp.ane warden anch das Pnsma 
und a.,e ubrigen Komponemen enaprecbend groBer gewah... Die Kuvenen 55 
si nd mit Hussigkei. gefM... Der ubrige .emperiene Raum is. jedocb mi. e.nem 
gasformigen Medium angefulh. arm Schurz von Verdunsrungen is. anch h,er 
neben der Temperienmg eine Befeuchmngseinrichtung 66 vorgesehen. 

In der Fignr 4 is. eine vergrdBerie Dars,el.ung eines Bereiches eines Biochips 
40 im Bereieh eines Spoa 4! darges«e..t. Der SchicMaufbau des Bioehrps 40 
bes.eh. aus einer Gmndplatte 31 , eine Haftvermittlungsschich. 32, e.ner 
MeraUschich, 33, einer Deckscbicb, 34, einer lmmobi.isiernngsscb,cb. 51 und 
einem bzw. mehreren darauf angebrachten SpoB 41. 

Die Grundp.ane 31 kann z.B. ein gew 6 bnlicher Objektrager fur Mikroskope 

sein Typischerweise is. die Grundplarte 31 etwa 1 mm d.ek. Der 

Breehungsindex der Grundp.ane is. dem des Prismas der E,n- und 

AnskoppeleinricMung 20 angepaB,. Die Haftverminlungsschicb. 32 

t-,™ nrfer Chrom weist eine Dicke zwischen 1,5 und 13 
beispielsweise aus Titan Oder cnrom, »• 

nm auf . 

Auf der Haftvermimungsscmch. 32 befinde. s,cb die Meta.lschicn, 33 aus Gold 
ml , d er Dicke zwischen 20 nm und 30 nm. D,e Dicke der Go,dscb,cb. 33 S*.., 
ei „ besonderes Merkma. dar, das diesen Biocbip von anderen g o 1 dbesc„,cb.e.en 
Biochips unterscheide,. Konven.ione.le goldbeschicb K .e Biochips weisen ,n de, 
Rege. ein Goldschicb, von 50 nm und mebr auf. Fur das erfindungsgemaBe 
Verfahren is. bingegen eine Go.dschicmd.ckc zwiscben 20 und 30 nm opumal. 
Die Me.al.schich,/Me<a..schich,en werden vorzugsweise durch Aufdampfen 
oder Aufsputtern aufgebracht. 

Auf der Menulschich. 33 befinde. sich eine matr.xformige Anordnung von 
DNA-Spo* 41 mi. umerschiedlichen Basensequenzeni Die Anzabl der DMA- 
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Spots 41 pro cm 2 kann bis zu 500 000 betragen. Die DNA-Strange sind 
beispielsweise uber Beschufl mit Tropfchen (Aufspotten), photolithographisch 
oder mit der Phosphoramididmethode auf dem Chip immobilisiert. Zur 
Lagerung konnen die DNA-Spots mit einer loslichen biochernischen 
Schutzschicht versehen sein, die sie vor Denaturiemng schiitzt. 

In der Figur 5a ist eine Titerplatte 50 bzw. ein vergrofierter Ausschnitt im 
Bereich eines MikroreaktionsgefaBes 55 vergroBert dargestellt. Die Titerplatte 
50 unterscheidet sich von einer konventionellen, handelsiiblichen Titerplatte 
dadurch, daB die Grundplatte 3 1 innerhalb der Mikroreaktionsgefafle 55 eine 
Goldschicht 33 aufweist, die auf einer Haftvermittlungsschicht 32 aufgebracht 
ist. Die Haftvermittlungsschicht besitzt eine Dicke von 1,5 nm bis 15 nm und 
die Goldschicht eine Dicke von 20 nm bis 30 nm. Die transparenten Boden der 
Mikroreaktionsgefafle konnen aus Kunststoff oder Glas bestehen. Die Dicke 
der Grundplatte 31 liegt ublicherweise zwischen 0,1 mm und 1 mm. Die 
Boden konnen fester Bestandteil einer aus Kunststoff abgeformten Titerplatte 
sein oder sie sind Teile einer Glas- oder Kunststoflplatte, die mit einer 
bodenlosen Titerplatte verklebt ist. Der Brechungsindex der Boden ist dem des 
Prismas der Ein- und Auskoppeleinrichtung angepaflt. Die Unterseite der 
Titerplatte, die auf die Ein- und Auskoppeleinrichtung gelegt wird, ist 
unstrukturiert und glatt. 

Auf der Goldschicht 33 befindet sich eine biochemische Schicht 51 mit 
Fangermolekulen, welche beispielsweise mit Biotin-Streptavidin-Verbindungen 
Oder mittels Verfahren der Thiolchemie auf dem Gold immobilisiert sein 
konnen. Es handelt sich bei der Schicht 51 somit um eine 
Immobilisierungsschicht. In verschiedenen MikroreaktionsgefaBen konnen sich 
gleichartige oder unterschiedliche Fangermolekule befinden. Bei den 
Fangermolekulen kann es sich beispielsweise um Antikorper, Einzelstrang- 
DNA, Proteine, Peptide oder komplexere Strukturen wie Viren oder Bakterien 
handeln. Zur Lagerung konnen die Fangermolekule mit einer loslichen 
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biochemischen Schu.zschich. versehen seta, die S ie vor Denan.rien.ng schnm. 
Wahrend der Messung bennde. sich in den Mikroreak.ionsgefaBen erne 
Flussigkeit. 

,n der Fig 6 is. im oberen Tei. der mt und im unieren Teil der cosA jewei.s 
in Abhangigkei, von der einges.rahl.en Wel.en.ange darges.eH.. Zur 
Ei ns.ellung der Obernachenp.asmonenresonanz wird das unpola„s,erfe L.ch. 
unt er einem Einfa.lswinke. von beispieisweise 70" auf die Umersene der 
Bodenwand einer Kuvette gelenk., wie sie beisp-elsweise in der F.g. 
aarges.e... is, Durch die Anregung der Obernachenp.asmonenresonanz m der 
MeLschich. 5 s«m sich beim .an* bei einer bes.imm.en We.ien.ange em 
a« S ge P rag.es Minimom ein, das mi, einer s^i.en Banke de, emsprechenden 
cosA-Kurve einhergeht. 

Nachdem anf diese Ar< und Weise die We..e„.ange fur die Anxegung der 
Obernachenp.asmonenresonanz ermine., -rden is,, erfo.gt die wenere 
Oprimienmg tiber die E.nsreHung der Dicke der Metanschich, 

a.s aneh fur cosA sind 5 Knrven fur die Dicken .0 nm, 20 am 30 nm. 
40 nm nnd 50 nm aofgcragen. Die Knrven gehen fur eine Me.Usch.eh. ans 
Si,ber; ahnHche Wene ergeben S ich far eine Go.dscmch, Es is. dentUch zu 
sehen dag bei Sehich.dicken von 10 nm nnd 50 nm die cosA-Knrven flach 
ver.aufen nnd die Minima des ran* nich. so deu.Ueh ausgeprag. sind. Dunnere 
Me,a..schich<en eignen sich vorzugswe.se zur Bes<immung biolog.scher 
Schicmen groBerer Dicke. Bei Schichmicken der Meudlschich, <10 nm 
ergeben sich jedoch eher zn geringe Sensi.ivia.en. Schicmdicken der 
M Lnschich. ,50 nm eignen sich aufgrund des geringen Dynam.kbere.chs 
weniger fur das erhndungsgemaBe Verfchren. Ledighch die Knrven fur d,e 
Dicken 20 bis 40 nm zeigen einen s.ei.en Ans.ieg und somi. eine hohe 
De.ek.ionsempnnd.ichkeu, ™bei der gesam.e Dynamikbereich zwischen 
und +1 ausgeschopft wird. 
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Nachdem die Optimierung der Wellenlange, des Einfallswinkels und der Dicke 
der Metallschicht eingestellt worden ist, wurden Messungen an Proben 
durchgefuhrt, die in den Fign. 7 bis 9 dargestellt sind. 

In der Fig. 7 ist der cosA in Abhangigkeit der Wellenlange des eingestrahlten 
Lichtes dargestellt, wobei die linke durchgezogene Kurve Messungen ohne 
Antikorper und die punktierte Kurve Messungen mit Antikorpern zeigen. Die 
Messungen wurden an Kuvetten mit Boden aus Glas durchgefuhrt, deren 
Bodenwand mit einer 12 nm dicken Titanschicht, einer 27 nm dicken 
Silberschicht und einer 17 nm dicken Streptavidinschicht als 
Immobilisierungsschicht versehen ist. Der Einfallswinkel des Lichtes liegt bei 
70°. Nach einer Interaktionszeit von 10 min wachst eine 2,5 nm dicke 
Antikorperschicht auf, die durch die Verschiebung der cosA-Kurve 
nachgewiesen wird. Die spektralen Messungen dienen dazu, die optimale 
Wellenlange hinsichtlich der Detektionsempfindlichkeiten des 
Dynamikbereiches zu ermitteln. Im vorliegenden Fall ergab sich ein optimaler 
Wellenlangenbereich von 640 bis 700 nm. Fiihrt man eine "single- 
wavelength "-Messung mit beispielsweise 680 nm durch, so laBt sich in 
Abhangigkeit von der Inkubationszeit der Antikorperlosung ein 
Antikorperschichtdickenzuwachs messen, der naherungsweise proportional zur 
Betragsanderung des cosA-Wertes ist. Nach einer Zunahme der 
Antikorperschicht urn 2,5 nm hat sich der cosA-Wert urn etwa 0,2 geandert. 
Die sich ergebende Detektionsempfindlichkeit ( | ScosA | /Schichtdicke) betragt 
0,08/nm. Diese Detektionsempfindlichkeit liegt um mehr als eine 
GroBenordnung uber derjenigen, die bei "konventioneller Ellipsometrie" 
(beispielsweise mit einem metallischen Substrat) erreichbar ist. 

In der Fig. 8 ist der cosA in Abhangigkeit von der MeBzeit dargestellt. Es 
handelt sich hierbei um eine Vergleichsmessung, bei der auf der Bodenwand 
der Kuvette die Metallschicht fehlte. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, an 
denen entweder mit einer wassrigen Pufferlosung oder mit Antikorper-haltigen 
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w^ssngen — in der Konzen.za.ion von 66 pmoi/mi bzw. 223 pmo /nu 
Fig 8) gearbei,e, wurde. Sobaid die Antikorper zugese*. warden, m* 
te cosA-Kurve in Abhangigkei, von der MeBzei, an. Der Ansrieg ,s, .edocb 

zu nnrerscheiden von cos A-Anderungen, die be, AbwesenheU von 
Annkdrpern (nur Pufferidsnng) aufgrund .benuiscbe, Driften auf.re.en. 

Die Sueuung der MeBpnnKre is, erbeb.ieh end es zeig. sieb, dan dnrch die 
Verwendung einer Si.be, bzw. einer Go.dschicbr auf der Innensene der 
lenwand deuUieb bessere Brgebnisse erzie,. werden wie dies in der ,gur 9 
d arges.e,U is.. Der Wenebereieb des cosA wird hierbe, von 0^5 b,s -0,95 
oulaufen, wabzend der Wez.ebe.eieb gen.*, dez Pig. 8 sieb nuz von -0,57 

bis -0 595 erstzeck,. Es wird deu.lieb, daB durcb das Vorsehen der 

Meza.lsebicb, n„d die Eins.eHung der Oberflaehenp.asmonenresonanz deuthcb 
Signaibdben ezzie,. wezden kdnnen and nicb. nnz eine Ve.bessen.ng 

L SignaWKausehverbaUnisses, was e.nfacb dureh iangere MeBze.,en zu 

erreichen ist. 

,„ d er Pigur ,0 is. ein Diagram™ znr Ezian.en.ng des Nachweises vonI5NA- 
Hybridisiezungen darges*,,,. Die nacbgewiesenen Einze.s,ange dez DNA- 

W einer und schwieziger nachzuweisen als beispieisweise Annkorper 
(typ iscbe,weise .50 k DaUon). D.e enmbeUe Dicke der hvbrrf,s,enen DNA- 
licb. von e.wa 2 nzn Kbn zu einer cosA-Anderung von 0,2. E.n den.n 
gr „Bes Vezhaimis von eosA-Andezung zu Scbiemdickenandenzng w.zd nr.. 
einer andezen bekannten eHipsomebiscben Anozdnung ezreieb.. D,e eosA- 
Anderung von 0,2 iag bei dezn verwende.en E«ipsome.ez e.wa urn d n Pakn* 
,00 Uber dem De.ek.ions.imi,. Mi. einem op.im,enen EHipsome*. 
Lb ge,ingere De,ek,ions,im„s and dam,, bobere Empbnd.icbke,, er,e,cben. 
Von de. .an*-Ska.a wurde der Wen 0,25 aus dazs,e„un g s,ecb„,scben Gnmden 
abgezogen. 



WO 02/097405 



PCT/EP02/05895 



30 



Der Figur 1 1 ist eine dreidimensionale Darstellung einer simultanen, 
ortsaufgelosten Messung. Es wurde eine simultane, ortsaufgeloste Messung an 
einer Titerplatte (1536'er Format) durchgefuhrt. Die Anzahl der simultan 
gemessenen Kiivetten betrug 12. Die Vermittlungsschicht bestand aus 10 nm 
dickem Titan. Die Metallschicht bestand aus 25 nm Gold. Das 
Balkendiagramm zeigt eine Differenzmessung bei Anderung der 
Ionenkonzentration: 

Messung 1: NACL-Losung 0,25 molar 
Messung 2: NACL-Losung 0,63 molar 

Die Balkenhohe entspricht cosA, - cosA 2 . Die entsprechende 
Brechungsindexanderung in der Losung betrug 0,004. Die verwendete 
Wellenlange lag bei 680 nm und der Einfallswinkel bei 70°. 

Die einzelnen Balken in den Diagrammen sind einzelnen Kiivetten der 
Titerplatte zugeordnet. Die Messung zeigt, daB mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren kleine Brechungsindexanderungen (hier einer Fliissigkeit) simultan, 
ortsaufgelost gemessen werden konnen. 
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Bezugszeichen 



1 MeBanordnung 

2 Strahlungsquelle 

3 Linsensystem 

4 Monochromator 

5 Linsensystem 
5 Polarisator 

7 Analysator 

g Linsensystem 

9 Detektor 

10 Auswerteeinrichtung 

! i Lichtstrahl 

20 Ein- und Auskoppeleinrichtung 

21 Eintrittsflache 

22 Austrittsflache 

23 Prisma 

30 Probentrager 

31 Grundplatte 

3 2 Haftvermittlungsschicht 

33 Metallschicht 

34 Deckschicht 

35 biochemische Schicht 

40 Biochip 

41 DNA-Spot 
50 Titerplatte 

5 y immobilisierungsschicht 

52,53 Seitenwand 

54 Flussigkeit 

55 MikxoreaktionsgefaB 
60 Reaktionskammer 
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61 Zufluli 

62 Abflufi 

63 Temperiervorrichtung 

64 Riihrer 

65 Riihrantrieb 



Befeuchtigungseinrichtung 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur quantitative!* und/oder qualitativen Bestimmung von auf 
chemischen, biologischen, biochemischen oder physikalischen Effekten 
beruhenden Probenanderungen, die auf einer Anderung des 
Brechungsindexes und/oder der Schichtdickenanderung der Probe 
basieren, wobei sich die Probe auf einem mit mindestens einer 
Metallschicht versehenen Probentrager befindet, mittels 
ellipsometrischer Messungen, bei denen die ellipsometrischen Parameter 
* und A ermittelt werden, wobei 

der Einfallswinkel und/oder die Frequenz der fur die 
ellipsometrischen Messungen verwendeten elektromagnetischen 
Strahlung derart eingestellt wird, daB in der Metallschicht eine 
gedampfte Oberflachenplasmonenresonanz angeregt wird, 

die Detektionsempfindlichkeit (ScosA)/(Einheit der 
Probenanderung) iiber die Dicke der Metallschicht eingestellt 

wird, 

die elektromagnetische Strahlung auf der der Probe abgewandten 
Seite des Probentragers flachig eingestrahlt wird und 

bei mindestens einem Einfallswinkel und mindestens einer 
Frequenz mindestens zwei zeitlich versetzte, simultane, 
ortsaufgeloste ellipsometrische Messungen an der Probe/den 
Proben durchgefuhrt werden und wenigstens die jeweils 
dazugehorigen A- bzw. cosA-Werte zur Ermittlung der 
Probenanderung ausgewertet werden. 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
simultanen, ortaufgelosten ellipsometrischen Messungen wahrend sowie 
vor und/oder nach der Probenanderung durchgefuhrt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
kontinuierlich sirnultane, ortsaufgeloste ellipsometrische Messungen 
mindestens wahrend eines Zeitabschnitts der Probenanderungen 
durchgefuhrt werden und wenigstens die zeitliche Anderung der 
dazugehorigen ortlichen cos A Werte ausgewertet wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Dicke der Metallschicht zwischen 10 und 45 
nm, insbesondere zwischen 20 und 40 nm eingestellt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die ellipsometrischen Messungen an einem 
ruhenden oder flieBenden Medium durchgefuhrt werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB elektromagnetische Strahlung im 
Wellenlangenbereich von 100 nm bis 10/zm, vorzugsweise von 300 nm 
bis 3ptm verwendet wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die simultan ortsaufgelosten ellipsometrischen 
Messungen an einem mit mehreren Spots versehenen Biochip 
durchgefuhrt werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die simultan ortsaufgelosten ellipsometrischen 
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9. 



10. 



11. 



Messungen an mehreren MikroreaktionsgefaBen einer Titerplatte 
durchgefiihrt werden. 

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 8 zur 
Untersuchung biochemischer Interaktionen auf der Basis von DNA- 
oder RNA-Hybridisierung, DNA- oder RNA-Protein- 
Wechselwirkungen, DNA- oder RNA-Antikorper-Wechselwirkungen 
oder Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen. 

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 8, zur 
Messung des Schrumpfens oder Quellens von Polymerschichten. 

Biochip mit einem Probentrager aus einer mit mindestens einer 
Metallschicht versehenen Grundplatte, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der Probentrager (30) aus einem Material besteht, das im 
elektromagnetischen Wellenlangenbereich zwischen 100 nm und 10^m 
mindestens in einem Wellenlangenabschnitt von mindestens 10 nm 
Breite eine Transmission von mindestens 20% aufweist, und 

daB die Metallschicht (33) aus Kupfer, Silber, Gold oder Aluminium 
oder aus einer Legierung besteht, die wenigstens eines dieser Metalle 
zu mindestens 5 Gew.-% enthalt, wobei die Dicke der Metallschicht 
(33) oder die Gesamtdicke mehrerer Metallschichten zwischen 10 und 
45 nm, insbesondere zwischen 20 und 40 nm liegt. 

12 Biochip nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi die 

Grundplatte (31) aus einem der Materialien BK7, SF10, SF11, Zr0 2 , 
fused Silica, Quarz und/oder einem transparenten KunststofF besteht. 
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Biochip nach Anspruch 1 1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafi 
zwischen der Metallschicht (33) und der Grundplatte (31) eine 
Haftvermittlungsschicht (32) angeordnet ist. 

Biochip nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Haftvermittlungsschicht (32) aus Titan oder Chrom mit einer Dicke von 
1 nm bis 20 nm besteht. 

Biochip nach einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dafi auf der Metallschicht (33) eine nicht- metallische 
Deckschicht aufgebracht ist. 

Biochip nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi die nicht- 
metallische Deckschicht (34) aus Glas, Metalloxid, Halbleiteroxid 
und/oder Kunststoff besteht. 

Biochip nach einem der Anspriiche 15 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Dicke der nicht-metallischen Deckschicht (34) 
maximal 500 nm betragt. 

Biochip nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Deckschicht (34) im Wellenlangenbereich von 
100 nm bis 10/xm mindestens in einem Wellenlangenabschnitt von 10 
nm Breite bei senkrechtem Einfall eine Transmission grofier als 10% 
aufweist. 

Biochip nach einem der Anspriiche 11 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Metallschicht (33) oder die Deckschicht (34) 
eine hydrophile oder hydrophobe Oberflache aufweist. 
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20 Biochip nach einem der Anspriiche 11 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB auf der Metallschicht (33) oder der Deckschicht 
(34) eine biochemische Immobilisierungsschicht (51) aufgebracht ist. 

21 Biochip nach einem der Anspriiche 1 1 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB auf der Metallschicht (33) oder der Deckschicht 
(34) DNA-Spots (41) aufgebracht sind. 

22. Biochip nach einem der Anspriiche 11 bis 21. dadurch 

gekennzeichnet, daB die Unterseite der Grundplatte (31) eine 
Einrichtung (20) zur flachigen Einkopplung und Auskopplung von 
elektromagnetischer Strahlung tragt. 

Biochip nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dafi zwischen der 
Ein- oder Auskoppeleinrichtung (20) und der Grundplatte (31) eine 
Immersionsfliissigkeit vorgesehen ist. 

Biochip nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der 
Grundplatte (31) und der Ein- und Auskoppeleinrichtung (20) erne 
flexible Schicht zur Brechungsindexanpassung angeordnet ist. 

25 Biochip nach einem der Anspriiche 1 1 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Metallschicht (33) an eine Spannungsquelle 
angeschlossen ist. 

26 Biochip nach einem der Anspriiche 11 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Metallschicht (33) partiell unter Ausbildung 
einer matrixformigen Struktur aufgebracht ist. 
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27. Biochip nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB jedes 
metallische Matrixelement an eine eigene Spannungsquelle 
angeschlossen ist. 

28. MeBanordnung mit einem Ellipsometer, das eine Strahlungsquelle, 
einen Polarisator, einen Analysator und einen Detektor sowie eine an 
den Detektor angeschlossene Auswerteeinrichtung aufweist, mit einem 
Probentrager fur die zu vermessende/n Probe/n, deren Grundplatte auf 
der der Probe zugewandten Seite mindestens eine Metallschicht 
aufweist, und mit einer zwischen dem Analysator und Polarisator am 
Probentrager angeordneten optischen Ein- und Auskoppeleinrichtung, 
wobei die Ein- und Auskoppeleinrichtung derart ausgebildet ist, daB die 
elektromagnetische Strahlung unter einem solchen Einfallswinkel auf die 
Metallschicht gelenkt wird, daB eine gedampfte 
Oberflachenplasmonenresonanz angeregt wird, dadurch 
gekennzeichnet, daB im Strahlengang vor und hinter der Ein- und 
Auskoppeleinrichtung (20) jeweils ein Linsensystem (5,8) zur flachigen 
Ausleuchtung der Ein- und Auskoppeleinrichtung (20) und der 
Nachweisflache des Detektors (9) angeordnet ist, 

daB der Detektor (9) ein bildgebender Sensor ist und 

daB die Auswerteeinheit (10) zur ortsaufgelosten Simultanverarbeitung 
der MeBsignale und mindestens zur ortsaufgelosten Simultanauswertung 
der (ScosA)-Werte ausgebildet ist. 

29. MeBanordnung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Ellipsometer ein Null-Ellipsometer, ein Ellipsometer mit rotierendem 
Polarisator, ein Ellipsometer mit rotierendem Analysator oder ein 
phasenmodulierendes Ellipsometer ist. 



BNSDOCID: <WO 02097 405A2_!_> 



WO 02/097405 



39 



PCT/EP02/05895 



30. 



MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 oder 29, dadurch 
gekennzeichnet, daB der bildgebende Sensor eine CCD-Kamera oder 
eine matrixartige Anordnung von Photodioden oder Phototransistoren 



31. 



32. 



33. 



34. 



35. 



ist. 



36. 



MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Strahlungsquelle (2) polychromatisch ist und 
daB zwischen Strahlungsquelle (2) und bildgebendem Sensor ein 
Monochromator (4) mit variabler Wellenlange oder ein Filterrad mit 
optischen Bandpassfiltern verschiedener Wellenlange angeordnet ist. 

MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Strahlungsquelle (2) eine weitgehend 
monochromatische Lichtquelle ist oder aus mehreren weitgehend 
monochromatischen Einzellichtquellen mit unterschiedlichen 
Lichtwellenlangen besteht. 

MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 bis 32, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Linsensystem (8) eine Scheimpflugoptik ist. 

MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Ein- oder Auskoppeleinrichtung (20) ein 
Prisma aus BK7, SF10, SFU, Zr0 2 , fused Silica, Cr0 2 , Si 3 N 4 , Quarz 
oder einem transparenten Kunststoff ist. 

MeBanordnung nach einem der Anspruche 28 bis 34, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Probentrager (30) den Boden einer 
Reaktionskammer (60) bildet. 

MeBanordnung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Reaktionskammer (60) eine Temperiereinrichtung (63) aufweist. 
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37. MeBanordnung nach einem der Anspriiche 35 oder 36, dadurch 
gekennzeichnet, da6 die Reaktionskammer (60) eine 
Befeuchtungseinrichtung (66) aufweist. 
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